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論　文　の　内　容　の　要　旨
目的：近年，蝸牛音響性障害に，活性酸素の上昇が重要な役割を示すことや強大音負荷によりフリーラジカ
ルの産生が増加することが報告されている。一方，superoxide dismutase（SOD）ノックアウトマウスは，
強大音負荷に対して易障害性が認められることが報告されている。tempol は，SOD 様物質であり，分子量
が小さく細胞膜を容易に通過でき，SOD と異なり細胞内で活性酸素捕捉作用を示す特徴を持つ。
　ポリ（ADP －リボース）合成酵素（poly（ADP-ribose）synthetase：PARS）は，活性酸素や一酸化窒素（nitric 
oxide：NO）によってもたらされる DNA 障害により活性化され細胞死を助長するといわれ，中枢神経系や
肝臓など多臓器で研究されている。
　NO はフリーラジカルの一種で反応性が高く，大量の発生では細胞障害を引き起こすことが知られ
ている。蝸牛においても，一酸化窒素合成酵素（nitric oxide synthase：NOS）阻害剤が虚血再還流障
害などで保護効果を示すことが報告されている。本論文の目的は，蝸牛音響性障害に対する　tempol，
3-aminobenzamide（3AB），非選択的な NOS 阻害剤である N-nitro-L-arginine（NNLA），神経型 NOS 阻害
剤である 7-nitroindazole（7NI），誘導型 NOS 阻害剤である aminoguanidine（AG）の効果について検討す
ることである。
対象と方法：生後 8 ～ 9 週の ddY マウス雌，67 匹を使用した。強大音響負荷には 4kHz 純音を用い，0
～ 28dB（sound pressure level：SPL）の音圧にて 4 時間負荷した。聴覚閾値測定は聴性脳幹反応（auditory 
brainstem response：ABR）を用いて行い，音響負荷前から負荷後 2 週までの ABR 閾値を求めた。組織
学的検討では音響負荷後 2 週の時点で断頭し，4％パラホルムアルデヒドにて蝸牛を固定後，脱灰した。
propidium iodide を用いて核を染色し，有毛細胞の消失率を測定した。
　コントロール群には 0，20，28dB SPL の音響負荷を行った。tempol（30，20，0mg/kg）投与群，
3AB（500，300，00mg/kg）投与群，NNLA（0mg/kg）投与群は，28dB SPL 音響負荷直前にそれぞれ
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を腹腔内投与した。一方，7NI（50mg/kg）投与群，AG（00mg/kg）投与群では，28dB SPL 音響負荷直
前から 2 時間ごとに 2 週間それぞれ腹腔内投与した。音響負荷後 ，2 週での ABR 閾値変化をコントロー
ル群と比較検討し，その後有毛細胞消失率についても検討を加えた。
結果：コントロール群では，負荷音圧が 0dB SPL の時には，ABR 閾値に関し，負荷前値との間に優位な
差を認めなかった。しかし，20，28dB SPL の強大音響負荷群では音圧の上昇とともに ABR 閾値変化は
増加した。Tempol 投与群では 30，20mg/kg 投与群において，ABR 閾値上昇の有意な保護効果を認めた。
一方，0mg/kg 投与群では有意な保護効果は認めなかった。30mg/kg 投与群における組織学的検討では，
外有毛細胞第  列，第 2 列において，tempol は有意に細胞消失を抑制した。3AB 投与群では 500，300mg/
kg 投与群において，ABR 閾値上昇の有意な保護効果を認めた。一方，00mg/kg 投与群では有意な保護
効果は認めなかった。500mg/kg 投与群における組織学的検討では，外有毛細胞第  列，第 2 列において，
3AB は有意に細胞の消失を抑制した。しかし，NNLA，7-NI，AG 投与群（NOS 阻害剤投与群）では ABR
閾値変化，及び組織学的検討いずれにおいても，有意な保護効果を示さなかった。
考察：コントロール群では，20dB SPL 以上の音圧負荷により，有意な ABR 閾値上昇を認めた。更に有毛
細胞消失率の検討において 28dB SPL の負荷後で組織学的にも有意な有毛細胞の消失を認めた。以上の結
果から，我々のモデルでは 28dB SPL の負荷音圧が急性音響外傷のモデルとして適切と考えた。tempol は
フリーラジカルスカベンジャーとして知られ，活性酸素の代謝経路のうち不均化反応（O2
- から H2O2 への
反応）を促進し，フェントン反応を抑制することが知られている。以上より，tempol は脂質過酸化反応を
抑制し，細胞障害が軽減されたと考えられる。活性酸素などのフリーラジカルは DNA 障害および PARS の
活性化の重要なトリガーとなると考えられており，以前に報告した急性期音響障害における PARS の関与
のみならず，今回は音響性障害における長期的保護効果についても示すことができた。
　一方，NOS 阻害剤が一過性虚血などの蝸牛障害を軽減することや，音響性障害でも NO が蝸牛外リンパ
中で上昇するとの報告があるが，今回の我々の結果では NOS 阻害剤は蝸牛音響性障害に対して有意な保護
効果を示さなかった。以上より，音響性障害での活性酸素の代謝においては，NO を介しての ONOO- を生
じる経路の関与は小さいと考えられた。従って，元来同様のメカニズムでの障害と考えられていた一過性虚
血障害と音響性障害ではそのメカニズムが異なることが推定された。
結論：今回我々は，tempol，3AB が蝸牛における音響性傷害において有意な保護効果を示すことを報告した。
これは，音響性傷害において活性酸素が重要な役割を担うという仮説を支持するものとなった。一方，本モ
デルにおける音響性傷害の発現には，NO，NOS の影響は少ないものと考えられた。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は音響障害におけるフリーラジカル，NO などの関与を調べるためにマウス音響障害モデルを確立
し，Tempol, 3-aminobenzamide といったフリーラジカルスカベンジャーや NOS 阻害剤を用いて，音響障
害の保護効果について検討した。その結果，本モデルにおいてはこれまで考えられていた NO の関与がなく，
フリーラジカルがその障害の発生に関与していることが示唆される結果が得られた。この研究の結論はこれ
までとは異なる新しい知見であり，今後音響障害の研究において重要なステップとなる基礎研究であり，高
く評価される論文である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
